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Проведено апробацію методу очищення тромбоцитарної фракції методом гель-фільтрації на колонці з 
сефарозою 4В. Результати цитологічного дослідження та електрофоретичного аналізу показали від-
сутність інших формених елементів крові та плазмових білків у складі ізольованої клітинної фракції. 
Доведено, що отримані тромбоцити залишалися морфологічно не змінні та зберігали здатність агрегу-
вати у відповідь на дію АДФ – одного з основних фізіологічних індукторів 
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Gel filtration on a column of Sepharose 4B was tested as method for separating platelet fraction. The results of 
cytological and electrophoretic analysis showed absence of other blood cells and plasma proteins in the content 
of the resulting cell fraction. Obtained platelets were proved to keep morphological stability and retain the abil-
ity to aggregate in response to ADP – one of the main physiological inductors 
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1. Вступ 
Тромбоцити в організмі виконують ряд над-
звичайно важливих функцій спрямованих на підтри-
мку різноманітних процесів життєдіяльності [1]. То-
му, дослідження функціонального стану даних клітин 
в нормі та за різних патологічних станів, а також по-
шук шляхів впливу на перебіг процесів активації, се-
креції та агрегації тромбоцитів є надзвичайно важли-
вими та актуальними. Ряд такого типу досліджень 
передбачають використання чистих тромбоцитів, ви-
ділених з плазми крові зі збереженням їх структури 
та адгезивно-агрегаційної функції.  
 
2. Огляд літератури 
Тромбоцити (від грец. thrombos – згусток кро-
ві) – безядерні формені елементи крові, відомі також 
як кров‟яні пластинки та «бляшки Біццоцеро» (на 
честь італійського вченого Джуліо Біццоцеро, котрий 
вперше їх відкрив та описав у 80-х роках ХІХ ст. [2]), 
представляють собою дископодібні цитоплазматичні 
фрагменти мегакаріоцитів кісткового мозку [3]. У 
здорової людини вміст тромбоцитів в периферичній 
крові в середньому становить 250 000±40 000 клітин 
на 1 мм
3 
[4].  
В організмі, як за фізіологічної норми, так і 
при патології, тромбоцити виконують ряд надзви-
чайно важливих функцій, ключовою серед яких є пі-
дтримання гемостатичного балансу [5]. Так, за умов 
відсутності кровотечі, тромбоцити в кровотоці пере-
бувають в неактивному стані та виконують ангіотро-
фічну функцію – підтримують нормальну структуру і 
функцію судин, їх стійкість до пошкоджуючих чин-
ників, непроникність стосовно еритроцитів [6]; тоді 
як в місцях пошкодження судин тромбоцити активу-
ються, секретують ряд протромботичних медіаторів, 
які підтримують спазм пошкодженої судини та спри-
яють закупоренню пошкодженої ділянки шляхом 
утворення первинної гемостатичної пробки із маси 
агрегованих тромбоцитів [7–9]. Ряд тромботичних 
факторів (фібриноген, фактори V, ХІІІ, фон Віллеб-
ранда, високомолекулярний кініноген), що вивільня-
ються в процесі секреції вмісту тромбоцитарних ве-
зикул, взаємодіють не лише з іншими тромбоцитами, 
залучаючи до процесу нові клітини, але і з елемента-
ми коагуляційної системи плазми крові [10, 11]. По-
рушення однієї з функцій призводить до змін у сис-
темі гемостазу й організмі в цілому. На сьогоднішній 
день гіперактивація тромбоцитів розглядається як 
один з пускових факторів патологічного тромбоутво-
рення. Розвиток тромбозу веде до порушення крово-
обігу в тканинах, викликаючи такі патології, як ін-
фаркт міокарда, ішемічний інсульт, тромбофлебіт і 
інші, а також сприяє ускладненню перебігу будь-
якого захворювання [12, 13]. 
Важливу роль тромбоцити відіграють і у про-
цесах запалення [14]. Їх внутрішньоклітинні везику-
ли є місцем зберігання ряду прозапальних медіато-
рів, які вивільняються в кров‟яне русло після акти-
вації клітин [1]. З іншого боку, сам по собі процес 
агрегації тромбоцитів є додатковим стимулом син-
тезу ряду потужних маркерів запалення. Серед 
останніх, наприклад, – тромбін, який залучений до 
розвитку запалення [15], ангіогенезу [16] та ембріо-
нального розвитку [17]. Також добре відома участь 
тромбоцитів у розвитку злоякісних новоутворень 
[18, 19]. Було доведено, що тромбоцити сприяють 
міграції ракових клітин, збільшуючи ймовірність 
метастазування [20]. 
З огляду на вище означене можна без перебі-
льшення стверджувати, що тромбоцити, через свою 
поліфункціональність, є невід‟ємним елементом різ-
номанітних процесів життєдіяльності. Це робить їх 
цікавим об‟єктом як клітин-мішеней для пошуку та 
створення ефекторів, здатних впливати на патологіч-
ні зміни, генез яких пов‟язаний з тромбоцитарною 
дисфункцією. Часто для проведення таких дослі-
джень необхідним є використання чистої клітинної 
фракції.  
 
3. Мета та задачі дослідження 
Метою дослідження було апробація й оптимі-
зація підходу отримання чистих тромбоцитів мето-
дом гель фільтрації та дослідження структури й агре-
гаційної функції ізольованих клітин. 
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Для досягнення поставленої мети були вирі-
шені наступні задачі: 
1. Ізолювання чистої тромбоцитарної фракції з 
плазми крові кроля методом гель-фільтрації. 
2. Перевірка чистоти отриманих тромбоцитів 
цитологічним методом та методом диск-електро- 
форезу. 
3. Дослідження агрегаційної функції очищених 
тромбоцитів. 
 
4. Матеріали і методи дослідження 
Кров для досліджень відбирали з вушної арте-
рії кроля у поліетиленову пробірку з 3,8 % розчином 
цитрату натрію у співвідношенні 9:1. Плазму збага-
чену тромбоцитами (ПЗТ) одержували центрифугу-
ванням стабілізованої крові при 300 g протягом 10 хв 
при кімнатній температурі.  
Тромбоцити ізолювали з ПЗТ методом гель 
фільтрації на колонці з сефарозою 4В, об‟ємом 40 мл 
(2×13 см). Колонку з хроматографічним носієм по-
передньо врівноважували нагрітим до 37 
o
С Tyrodе-
HEPES буфером, що містив наступні компоненти: 
137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 1 мМ MgCl2, 12 мМ 
NaHCO3, 0,42 NaH2PO4 та 5 мМ HEPES-NaOH,  
pH 7,4, а також 5,5 мМ глюкозу. Після чого на неї на-
носили 2,5 мл отриманої ПЗТ. Фракції, об‟ємом 2 мл, 
збирали у Tyrodе-HEPES буфері, pH 7,4, та викорис-
товували для визначення екстинції при довжинах 
хвиль 280 (абсорбція білків) та 520 (абсорбція тром-
боцитів) нм. Концентрацію тромбоцитів у фракціях 
визначали за допомогою агрегометра АТ-02 (Медтех, 
РФ). Присутність білків у фракціях перевіряли мето-
дом диск-електрофорезу у 8 % поліакриламідному 
гелі за присутності додецилсульфату натрію [21]. 
Електрофорез проводили за невідновлених умов. Гелі 
фарбували 2,5 % розчином кумасі G-250 у 25 % ізоп-
ропанолі та 10 % оцтовій кислоті. 
Фракції, що містили найбільшу кількість 
тромбоцитів об‟єднували. Аліквоту відбирали для 
перевірки чистоти клітинної фракції цитологічним 
методом; решту використовували для дослідження 
агрегаційної функції тромбоцитів. Шляхом мікрос-
копії досліджувалися мазки цільної крові кроля, 
плазми збагаченої тромбоцитами та чистої тром-
боцитарної фракції. Досліджувані зразки забарв-
лювали за загальноприйнятою методикою за Папе-
нгеймом.  
Агрегацію тромбоцитів досліджували на фотоо-
птичному агрегометрі АТ-02 (Медтех, РФ). Перед дос-
лідженням до суспензії чистих тромбоцитів додавали 
CaCl2 (кінцева концентрація 1мМ) та визначали конце-
нтрацію клітин; у разі необхідності суспензію тромбо-
цитів розводили за допомогою Tyrodе-HEPES буферу, 
рН 7,4, до концентрації 230–250 тис. клітин/мкл. Як ін-
дуктор агрегації використовували аденозиндифосфат 
(НВО «Ренам», РФ, далі АДФ) у кінцевій концентрації 
5×10-6 М. Запис агрегатограм продовжували при 37º 
протягом 10 хв.  
Подальший аналіз агрегаційної кривої містив ви-
значення наступних показників: 
1) ступеня агрегації – максимального % світ-
лопропускання суспензії тромбоцитів; 
2) часу досягнення максимальної швидкості 
агрегації – часу досягнення максимального світло-
пропускання; 
3) швидкості агрегації, яку розраховували че-
рез 30 секунд після додавання індуктора до суспензії 
тромбоцитів [22]. 
 
5. Результати дослідження 
У літературі описано ряд підходів, що дозво-
ляють відокремити тромбоцити з крові, як від інших 
формених елементів, так і від білків плазми. Метод 
гель фільтрації, через простоту виконання та досту-
пність необхідних реактивів, є одним із найпопуля-
рніших сучасних способів ізолювання тромбоцитів 
зі збереженням їх нативних функцій. Однак, ми зве-
рнули увагу що, незважаючи на популярність дано-
го підходу, на сьогоднішній день не існує чіткого 
протоколу проведення гель фільтрації: різні автори, 
мотивуючись різною кінцевою метою, використо-
вують як різні хроматографічні носії так і різні ро-
бочі буфера, відрізняються також умови проведення 
експерименту [23–26]. У зв‟язку з цим, ґрунтуючись 
на вже відомих ключових положеннях методу гель-
фільтрації, нами було апробовано власний підхід 
ізолювання тромбоцитів та оцінено можливість ви-
користання такого підходу для дослідження тром-
боцитарних функцій.  
Для очищення тромбоцитарної фракції як хро-
матографічний носій нами було обрано сефарозу 4В 
(GE Healthcare, USA), тоді як ряд інших авторів, для 
цієї мети, використовували переважно інший аналог 
сефарозу 2В. Дані агарозні носії відрізняються розмі-
ром гранул (40–190 мкм та 60–250 мкм, відповідно), 
що дає можливість фракціонувати речовини у діапа-
зоні молекулярних мас 3×10
5
–3×10
6 
та 2×10
6
–25×10
6
, 
відповідно. Перед процедурою гель фільтрації, коло-
нку з хроматографічним носієм врівноважували дво-
ма об‟ємами Tyrodе-HEPES буфера, рН 7,4. Компо-
нентний склад, використаного нами буфера, не є уні-
версальним і у літературі описано ряд можливих його 
модифікацій. 
Хроматограма виділення тромбоцитів з плазми 
крові кроля представлена на рис. 1. У якості вихідно-
го матеріалу на колонку, наносили плазму збагачену 
тромбоцитами, яку отримували стандартним методом 
зі стабілізованої цитратом крові кроля. Фракції, 
об‟ємом 2 мл, збирали у Tyrodе-HEPES буфері,  
рН 7,4 та використовували для дослідження їх опти-
чних характеристик за довжин хвиль 280 та 520 нм.  
Вихід тромбоцитів з колонки контролювали, 
визначаючи оптичну щільність фракцій при довжині 
хвилі 520 нм, що відповідає неспецифічній адсорбції 
клітин. У 5–10 фракціях, що відповідали піку виходу 
тромбоцитів, було додатково проведено підрахунок 
клітин з використанням агрегометра. Згідно отрима-
них результатів підтверджено максимальну концент-
рацію клітин у фракціях 7 та 8 – 260×103 та 131×103 
тромбоцитів на мікролітр, відповідно. Дані фракції 
були об‟єднані; аліквоти були використані для про-
ведення мікроскопічних і електрофоретичних дослі-
джень, а також дослідження агрегаційної функції 
тромбоцитів.  
Scientific Journal «ScienceRise: Biological Science»  №3(3)2016 
 
6 
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
5
4
3
2
О
п
ти
ч
н
а
 г
ус
ти
н
а
Об'єм колонки
 280 нм
 520 нм
1
 
 
Рис. 1. Хроматограма очищення тромбоцитів від білків 
плазми крові кроля на колонці з сефарозою 4В.  
(Примітка: 1–5 – точки відбору матеріалу для прове-
дення електрофоретичного аналізу) 
 
Результати мікроскопічного дослідження на-
ведені на рис. 2. Як видно із мікрофотографій, у пла-
змі збагаченій тромбоцитами (рис. 2, б), яку отриму-
вали шляхом центрифугування стабілізованої крові 
кроля (рис. 2, а), зустрічаються поодинокі еритроцит- 
 
ти. Тоді як подальше доочищення ПЗТ на колонці з 
сефарозою 4В дає змогу повністю позбавити тромбо-
цитарну фракцію присутності інших форменних еле-
ментів крові (рис. 2, в).  
Слід також відзначити, що у результаті очи-
щення тромбоцити морфологічно не змінювалися, що 
може свідчити про високу ефективність та низьку 
цитотравматичність використаного методу очищення 
та збагачення тромбоцитарної маси. 
При отриманні чистих тромбоцитів методом 
гель фільтрації важливим є переконатися у відсутно-
сті білків плазми у клітинній фракції. Методом диск 
електрофорезу, результати якого наведені на рис. 3, 
нами було підтверджено відсутність плазмових білків 
у фракції чистих тромбоцитів (рис. 3, трек – Тр). По-
чаток виходу високомолекулярних білків був відмі-
чений для фракції 9, що необхідно враховувати в по-
дальшій роботі. Незважаючи на те що дана фракція 
містила тромбоцити (концентрація клітин складала – 
51×103 на мікролітр), через присутність білкових мо-
лекул, її не слід використовувати в подальших експе-
риментах.  
 
             
 
а                                                                               б 
 
 
 
в 
 
Рис. 2. Результати мікроскопічного дослідження (заб. за Папенгеймом, зб. 10×100):  
а – тромбоцити у цільній крові кроля; б – плазма збагачена тромбоцитами;  
в – тромбоцити після очищення на колонці з сефарозою 4В; Е – еритроцити, Т – тромбоцити 
 
Дослідження агрегаційної функції отриманих 
тромбоцитів свідчить, що очищені методом гель-
фільтрації клітини зберігають здатність до агрегації у 
відповідь на дію АДФ (5×10
-6
 М). Агрегатограма за 
таких умов мала вигляд однофазної кривої. Макси-
мальний ступінь агрегації був відмічений на 135±20 с 
від моменту внесення в суспензію тромбоцитів інду-
ктора і складав 40±3 %. Швидкість АДФ-індукованої 
агрегації становила 28±2 %/хв. Необхідно також від-
мітити, що тромбоцити зберігали здатність до дезаг-
Е 
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регації, як спостерігалася через 3 хв від моменту вне-
сення індуктора. 
 
 
 
Рис. 3. Результати електрофоретичного аналізу  
процесу очищення тромбоцитів на колонці з  
сефарозою 4В. (Примітка: Б – буфер, використаний 
як «негативний контроль»; 1–5 – точки відбору  
матеріалу одержаного в результаті  
хроматографічного розділення на колонці з  
сефарозою 4В)  
6. Висновки 
Таким чином, використаний нами метод гель-
фільтриції плазми крові кроля дозволяє отримати чи-
сту тромбоцитарну фракцію. Чистоту отриманих клі-
тин було проаналізовано цитологічним методом та 
методом диск-електрофорезу, результати яких підт-
вердили відсутність інших формених елементів крові 
та плазмових білків у фракції тромбоцитів. Результа-
ти мікроскопічного дослідження показали, що струк-
тура, очищених методом гель-фільтрації клітин, за-
лишається морфологічно незмінною, зберігається ці-
лісність та гранулярний апарат клітин. Доведено, що 
очищені тромбоцити зберігають здатність агрегувати 
у відповідь на дію АДФ – одного з основних фізіоло-
гічних індукторів. Даний спосіб очищення тромбоци-
тів є швидким та простим у виконанні і дозволяє 
отримати близько 4 мл висококонцентрованої су-
спензії клітин – 210 000 тромбоцитів на мікролітр з 
2,5 мл ПЗТ (з вихідною концентрацією тромбоцитів 
280 000 клітин на мікролітр). Ефективність даного 
підходу була підтверджена і знайшла своє відобра-
ження в ряді експериментальних робіт щодо дослі-
дження агрегаційної та секреторної функції тромбо-
цитів за умов дії ефекторів різної природи в нормі та 
при різних патологічних станах [26, 27]. 
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ВМІСТ ФЛАВОНОЇДІВ У СИРОВИНІ ISODON JAPONICUS VAR. GLAUCOCALYX  
(LAMIACEAE) НА ФОНІ ВОДНОГО ДЕФІЦИТУ РОСЛИН 
 
© С. М. Ковтун-Водяницька, В. Ф. Левон  
 
Досліджено сумарний вміст флавоноїдів у Isodon japonicus var. glaucocalyx (Maxim.) H.W. Li за стресо-
вих умов зростання. Виявлено, що при наявному водному дефіциті понад 30 % надземна частина рослин 
містить доволі велику кількість флавоноїдів – 61,79 мг/г. Намагання рослиною призвичаїтися до неспри-
ятливих умов таким чином сприяє підвищенню цінності її сировини 
Ключові слова: Isodon, інтродукція, кліматичні умови зростання,водний дефіцит, сировина, сума фла-
воноїдів 
 
The total content of flavonoids in Isodon japonicus var. glaucocalyx (Maxim.) H.W. Li for stressful growing 
conditions is investigated. It was revealed that in the case of water deficit of more than 30 % the aboveground 
part of the plant contains a large amount of flavonoids – 61,79 mg/g. Attempts of a plant to adapt to adverse 
conditions, thus, contributes to its value of raw materials 
Keywords: Isodon, introduction, climatic conditions of growth, water deficit, raw materials, amount of 
flavonoids 
 
1. Вступ 
Володіння інформацією щодо біохімічного 
складу того чи іншого виду рослин дозволяє більш ці-
леспрямоване використання їх сировини на практиці. 
Серед численного переліку біологічно активних спо-
лук та широкого спектру їх дії на організм людини чі-
льне місце займають флавоноїди. 
Флавоноїди є біологічно активними поліфено-
льними сполуками. На даний час їх кількість сягає по-
над 6000 і вони передують за поширеністю серед реш-
ти біологічно активних рослинних сполук. Початок до-
слідження хімічної структури і властивостей флавоної-
дів відноситься до початку ХІХ сторіччя. Флавоноїди 
можуть бути різних кольорів і відтінків – від безбарв-
них до жовтих, синіх, червоних тощо та проявляти різ-
номанітну клініко-фармакологічну активність, зумов-
лену їх природним походженням і впливом на обмінні 
процеси організму та функцію окремих органів. 
